The Effect of CHIP on PS1 Stability by 赵永浩
学校编码：10384                           分类号      密级        
学    号：21720061152201                            UDC        
 
 
硕  士  学  位  论  文 
                                       
CHIP 对 PS1 稳定性影响的研究 
The Effect of CHIP on PS1 Stability  
                           赵永浩 
 
  指导教师姓名： 许华曦 教授 
                   
     专 业  名 称：  细胞生物学 
     论文提交日期： 2009 年 4  月 
     论文答辩时间： 2009 年 5  月 




评    阅    人： 





















另外，该学位论文为（                            ）课题（组）
的研究成果，获得（               ）课题（组）经费或实验室的














































（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 







                             声明人（签名）： 


















摘  要 




前，Aβ级联假说是流行的 AD 发病机理，而 Aβ是由 β分泌酶和 γ分泌酶顺序切
割产生的，Presenilin1（PS1）又是 γ分泌酶复合体的主要组成和活化中心，所以
对于 PS1 的功能研究对阐述 AD 的发病机制有着重要意义。 
我们实验室已经用酵母双杂交和免疫共沉淀方法确定 CHIP（carboxyl 
terminus of Hsc70-interacting protein）通过其 TPR 结构域与 PS1 相互作用。 
CHIP 一方面具有 E3 泛素连接酶活性，可以泛素化底物蛋白促进其蛋白酶体降
解途径，另一方面 CHIP 可以作为分子伴侣稳定与其相互作用的蛋白。在本论文
中，我们研究了 CHIP-PS1 相互作用对于 PS1 的功能影响。结果发现，细胞内过
量表达 CHIP 不会增加 PS1 的泛素化水平，但是可以稳定全长 PS1 及 PS1-CTF
（C-terminal fragment）和 PS1-NTF（N-terminal fragment），进而增强 γ分泌酶
的活性，使 Aβ产生增加。我们还发现，CHIP 对 γ分泌酶活性的影响不具有底
物特异性，γ分泌酶对 Notch 的剪切也增加。总之，我们的数据表明 CHIP 通过































   Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder 
characterized by cognitive decline and progressive memory loss. AD has two 
pathological hallmarks in the brain: neurofibrillary tangle (NFT) and senile plaque 
(SP). Senile plaques are composed of β-amyloid (Aβ) peptide，which is derived from 
its precursor protein APP through sequential cleavages by β- and γ-secretases. 
γ-secretase is a high molecular weight complex consisting at least four components: 
Presenilin (PS, including PS1 and PS2), nicastrin, APH-1 and PEN-2. Among them, 
PS1 functions as the catalytic center of the γ-secretase and is indispensable for the 
generation of Aβ. 
     Our lab has identified that CHIP(carboxyl terminus of Hsc70-interacting protein) 
can interact with PS1 through its TPR domain by yeast two-hybrid system and 
co-immunoprecipitantion in HEK 293T cells. CHIP is a ubiquitin ligase that mediates 
degradation of misfolded or unstable proteins through the ubiquitin-protease system. 
In addition, CHIP can act as a chaperone and stabilize proteins. To further elucidate 
the biological relevance of the interaction between CHIP and PS1 and its potential 
role in Alzheimer Disease, we studied the effects of CHIP on PS1/ γ-  secretase 
stability and enzymatic activity as well as APP processing. Out results show that 
overexpression of CHIP does not enhance the ubiquitination level of PS1 through its 
U-box domain but can stabilize exogenous full length PS1 and endogenous PS1- CTF 
and PS1-NTF. Moreover, overexpression of CHIP can increase Aβ production and 
γ-secretase cleavage of Notch for NICD generation. Together our results suggest that 
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英文缩写 英文全名 中文名称 
AD Alzheimer’s disease 老年痴呆症；阿尔茨海默症 
AICD APP intracellular domain β-淀粉样前体蛋白 
Aβ β-amyloid β-淀粉样蛋白 
APH-1 anterior pharynx-defedtive 1  
APP beta-amyloid precursor protein β-淀粉蛋白前体蛋白 
AchE acetylcholinesterase 乙酰胆碱酯酶 
APLPs amyloid precursor-like proteins  
ApoE apolipoprotein E 载脂蛋白 E 
ADAM a disintegrin and metalloproteinase family enzyme  
BACE beta-site APP cleaving enzyme  
CTF C-terminal fragment  
cDNA complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 
CHIP carboxyl terminus of Hsc70-interacting protein  
co-IP co-immunoprecipitation 免疫共沉淀 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Dulbecco 改良 Eagle 培养基 
EDTA Ethylenediamineteraacetic acid 乙二胺四乙酸 
ER Endoplasmic Reticulum 内质网 
FAD Familial form of AD 家族性 AD 
HSP Heat shock protein 热休克蛋白 
NCT nicastrin  
NFT neurofibrillar tangles 神经元纤维缠结 
NICD Notch intracellular domain  
NTF N-terminal fragment  
PBS Phosphate-buffered saline 磷酸盐缓冲液 
PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 
PEN-2 presenilin enhancer 2  
PS Presenilin 早老素 
siRNA Small interference RNA 小干扰 RNA 
TGN trans Golgi network 高尔基体反面的网状结构 
TCA trichloroacetic acid 三氯乙酸 


























区分开来，直到 1910 年，Kraepelin 用临床标准才把老年痴呆症和其他可以导致
早衰性疾病如 Pick 氏病，Creuzfeldt-Jakob 病，和 Gerstmann Straussler 及 Worster 




目前世界上 AD 的发病率每年男性为 30. 5%，女性为 18. 2%,痴呆的患病率
随年龄的增加而增加。Aevarsson 等对 85 岁以上的高龄老年人进行了痴呆的全
面检查，发现几乎 1/3 的 85 岁个体有痴呆（30%），患病率男女相似，85～88 岁
人群中女性痴呆患病率增加（31%～46%），男性无增加（27%～25%），还观察
到 85～88 岁人群中度到严重痴呆的比例增加［2］。2004 年底，中国 60 岁及以上
老年人口为 1.43 亿，2014 年将达到 2 亿，2026 年将达到 3 亿，2037 年超过 4 亿，




























于任何蛋白沉积组织[8] 。淀粉样沉积斑几乎全部由 4kDa 的 Aβ肽组成[9]，Aβ肽
显示出氨基酸的异质性和许多不同的生物物理特性。大部分 Aβ肽由 Aβ40 组成，
在某些例子中是 Aβx–40。这些不同氨基酸序列的肽都有一个相同的羧基末端，
组成了细胞分泌性的 Aβ的主要部分（大于 95%），另外一些（少于 5%）新产生






























Figure 1.1 Major hypothesis of Alzheimer’s disease (AD) 
（引自Parihar M.S,et al. Journal of Clinical Neuroscience.2004） 
目前已经确定了与 AD 发病有关的一些基因，至少有四类基因与 AD 的病理
学发生有密切联系，比如位于 21 号染色体的 APP 基因的突变；位于 19 号染色
体的载脂蛋白 E（ApoE）[18,19]的多态性；分别位于 14 和 1 号染色体[20,21] 的早老
素蛋白 1（PS1）和早老素蛋白 2（PS2）基因。在家族早发性 AD（FAD）的很
多病人中，APP 和 PS 的基因突变都可以增加 Aβ的水平[22-24]。Aβ来源于膜蛋白




相关蛋白 tau 的非正常聚集和磷酸化、神经元损伤和化学痴呆等。 



























级联反应， 终导致了 AD 症状的发生[31,32]，这就是 Aβ级联假说。这一假说认
为：首先 Aβ的代谢发生了变化，由于 APP，PS1 和 PS2 基因突变，引起大脑中











生像 AD 中的淀粉样斑特征，因此，AD 中观察到的野生型 tau 蛋白纤维化缠结
很可能发生于 Aβ代谢改变和斑块形成起始以后，而不是之前。第二，在同时过
量表达 APP 和突变 tau 蛋白的转基因小鼠与只过表达 tau 蛋白的小鼠相比，会产
生更多的 tau 蛋白的神经纤维缠结，而淀粉样斑的结构和数量没有本质上的改变
[36]。这一发现表明在 AD 发病的病理学级联过程中，APP 剪切发生于 tau 蛋白变
化之前。 近在小鼠海马区原代神经元培养中观察到 Aβ毒性是依赖 tau 的[37]，















          
图 1.2 Aβ级联假说 
Figure 1.2 β-amyloid cascades hypothesis 
（引自 Haass C,et al. Molecular Cell Biology.2007） 
脑里的 Aβ沉积明显减少[38]，为人源 ApoE 基因遗传变异性的病理学作用很可能
与 Aβ代谢有关提供了有力的证据。第四，越来越多的证据指出 Aβ代谢和清除
的遗传变异在迟发性 AD 的发病中起了重要的作用[39–43]。总而言之，这四个发现
与脑中 Aβ积累是 AD 发病的首要因素是一致的，其他的疾病发病过程包括 tau
神经纤维缠结都是 Aβ产生和清除失衡的结果。 
1.3.2 Aβ毒性机理 




















    细胞内和细胞外产生 ROS 的途径已经被广泛研究，而且也发现 ROS 促进
AD 的神经退行性变化。因为脑部消耗大量氧和含有丰富的脂质，并且与其它组
织相比抗氧化物质更少，中央神经系统对氧化应激反应特别敏感[46]。有研究发现




Aβ结合位点后，使 4-羟基壬烯酸与 tau 蛋白结合。在 AD 和中风病人脑组织中，
DNA 损伤是神经元细胞死亡的一个特征，而 ROS 特别是羟基自由基能攻击 DNA


























Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and Dissertations Database”. Full
texts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on http://etd.calis.edu.cn/ and submit
requests online, or consult the interlibrary loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn for delivery details.
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
